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The use of blood agar media to grow and to isolate the pathogenic bacteria, and to compare the 
hemolytic ability of the bacteria is well known. The aim of this study was to investigate the 
possibility of using expired human blood as substitute for the sheep blood agar media. In this 
study five days before expired and five days after expired human blood were washed once, twice 
and centrifuged.  Sheep blood was used as positive control and five days after and before expired 
blood without treatment was used as negative control. The prepared media were used to grow six 
isolates wild strain bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus  haemolyticus, 
Streptococcus  haemolyticus, Streptococcus pneumoniae, Vibrio El Tor and Clostridium 
perfringens). The result indicated that blood agar medium, prepared using human blood which 
was nearly expired or expired, have the same results in culture growth of the tested bacteria 
compared to the standard blood agar had media using sheep blood.  
 
 
 
Media agar darah digunakan untuk me-
numbuhkan dan mengisolasi mikroorganisme 
patogen terutama mikroorganisme yang untuk 
pertumbuhannya membutuhkan darah seperti 
Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenza dan 
Neisseria sp. Agar darah juga digunakan untuk men-
deteksi dan membedakan kemampuan hemolisa 
bakteri seperti Streptococcus sp. (Mims, 1982; Carter, 
1986; Cheesbrough, 1991). Daya lisis Streptococcus 
terhadap darah merupakan salah satu cara penge-
lompokan untuk melakukan uji biokimia lainnya, 
karena daya hemolisis merupakan tes pendugaan 
terhadap kelompok tertentu Streptococcus. 
Disamping itu strain Streptococcus yang menyebab-
kan hemolisis selalu dihubungkan dengan ke-
mampuan kuman menyebabkan infeksi (Wibawan 
and Laemmler, 1990; Brooks et al., 2001; Hof and 
Dörries, 2002;).  
Media agar darah dibuat dari medium basal 
dengan penambahan darah 5-10% (defibrinasi) pada 
suhu 50-600C. Darah yang biasa digunakan untuk 
mengisolasi dan menumbuhkan mikroorganisme 
patogen adalah darah kuda, domba, kambing dan 
kelinci yang mengalami proses defibrinasi 
(Anonymous, 1982).  
Darah domba mengandung inhibitor ter-
hadap Haemophilus influenza. Darah domba yang 
selama ini sering digunakan untuk percobaan 
mempunyai komposisi eritrosit 11 juta per mm3, 
lipid, protein, (albumin, globulin), glukosa, asam 
amino, urea, keratin, natrium, kalium, magnesium, 
fosfat, mangan, kobal, tembaga, seng dan yodium. 
Darah manusia yang sudah kadaluwarsa 
dengan seluruh komponen yang dikandungnya 
masih memperlihatkan warna seperti darah segar, 
namun secara hematologi tidak boleh ditransfusikan 
kepada pasien. Darah manusia yang sudah 
kadaluwarsa telah sangat berkurang faktor-faktor 
pembekuannya, dan hal ini memenuhi persyaratan 
untuk pembuatan medium biakan, karena darah 
yang mengandung faktor pembekuan harus 
didefibrinasi. 
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 Darah kadaluwarsa masih mengandung 
nutrisi dan faktor pertumbuhan untuk pertumbuhan 
kuman. Tetapi menurut Cheesbrough (1991) peng-
gunaan darah manusia, terutama darah yang hampir 
kadaluwarsa sebaiknya dihindari karena meng-
andung substansi inhibitor terhadap beberapa 
mikroorganisme patogen. Darah manusia tidak di-
gunakan untuk menumbuhkan Streptococcus karena 
mengandung sitrat (dari antikoagulan) yang meng-
hambat pertumbuhan Streptococcus  hemoliticus dan 
glukosa yang dapat mengubah tipe hemolisis yang 
dihasilkan (Cheesbrough, 1991). 
Dalam penelitian ini akan diamati apakah 
media agar darah manusia yang telah kadaluwarsa 5 
hari dan 5 hari menjelang kadaluwarsa memiliki 
kemampuan menumbuhkan, isolasi dan diferensiasi 
koloni bakteri (Staphylococcus aureus, Streptococcus  
hemoliticus, Streptococcus  hemoliticus, Streptococcus 
pneumoniae, Vibrio El Tor dan Clostridium perfringens) 
yang sama dengan media agar darah (darah domba). 
 
BAHAN DAN CARA KERJA 
 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas 
YARSI selama + 3 bulan (Agustus-Oktober 2002) 
dengan menggunakan 6 isolat lapang (wild strain) 
yang diperoleh dari Laboratorium. Isolat yang 
digunakan adalah Staphylococcus aureus, Streptococcus 
 - hemoliticus, Streptococcus  -hemoliticus, 
Streptococcus pneumoniae, Vibrio El Tor dan Clostridium 
perfringens.  Darah manusia yang digunakan adalah 
darah manusia golongan O yang sudah 5 hari 
kadaluwarsa dan 5 hari menjelang kadaluwarsa, 
sedangkan sebagai pembanding digunakan darah 
domba. Dalam eksperimen, digunakan darah 
manusia yang dicuci dengan larutan NaCl fisiologis 
satu kali, dua kali dan sentrifugasi serta darah 
manusia tanpa pengolahan. 
 
A.   Penentuan jumlah inokulum 
 Isolat bakteri yang telah diinkubasi selama 
18 - 24 jam pada 37o C pada suasana aerob untuk 
bakteri aerob dan anaerob untuk bakteri anaerob 
disuspensikan dalam NaCl fisiologis. Penentuan 
jumlah inokulum terbaik dilakukan dengan metode 
serial dilution dan Total Plate Count (TPC) (Norrel & 
Messley, 1997) 
 
B.  Pengolahan darah manusia 
Darah manusia yang digunakan adalah 
darah yang menjelang 5 hari kadaluwarsa dan 5 hari 
sudah kadaluwarsa yang telah diukur pHnya. 
Pengolahan darah manusia dilakukan dengan 
pencucian satu kali, dua kali dan disentrifugasi. 
 
B.1. Pencucian darah satu kali  
Darah manusia  sebanyak 100 cc diendapkan 
selama 3 hari pada suhu 4oC. Endapan dialirkan 
ke dalam labu Erlenmeyer 1L dan ditambahkan 
NaCl fisiologis hingga 500cc. Suspensi dikocok 
perlahan-lahan hingga homogen kemudian 
diendapkan kembali pada 4oC selama 24 jam. 
Endapan yang mengandung RBC disuspensikan 
dengan NaCl fisiologis hingga volume awal.  
Suspensi yang diperoleh dipakai untuk pem-
buatan agar darah plat (ADP). 
 
B.2. Pencucian  darah dua kali 
Proses yang sama (B.1) diulangi sekali lagi untuk 
pencucian 2 kali. 
 
B.3. Sentrifugasi 
Darah manusia sebanyak 100 cc disentrifugasi 
pada kecepatan 1500 rpm selama 15 menit untuk 
menghilangkan faktor inhibitor pertumbuhan 
bakteri.. Endapan disuspensikan dengan larutan 
NaCl fisiologis hingga sama dengan volume 
awal. Sentrifugasi diulang kembali dengan cara 
yang sama. Endapan (RBC) yang diperoleh 
diresuspensikan dengan larutan NaCl fisiologis 
hingga sama dengan volume awal dan 
digunakan untuk pembuatan medium ADP dan 
kaldu darah (untuk bakteri anaerob). 
 
C. Penentuan kemampuan medium ADP untuk 
mengisolasi dan mendiferensiasi koloni bakteri 
Keunggulan medium ADP yang mengguna-
kan darah manusia (5 hari sebelum dan sudah 
kadaluwarsa) dengan proses pencucian satu kali, dua 
kali dan sentrifugasi dilihat dari kemampuannya 
untuk menumbuhkan (TPC), mengisolasi dan 
mendiferensiasi koloni bakteri dibandingkan dengan 
medium ADP yang menggunakan darah domba dan  
medium ADP dari darah manusia (5 hari sebelum 
dan sudah kadaluwarsa) yang tidak mengalami 
pengolahan (pencucian). Isolat bakteri diinokulasi-
kan dengan menggunakan spatel pada setiap 
medium dan diinkubasikan aerob untuk bakteri 
aerob & anaerob untuk bakteri anaerob pada suhu 
37oC selama 18 -24 jam (Wistreich, 1997). Parameter 
yang dilihat adalah pertumbuhan bakteri pada 
medium dengan menghitung jumlah koloni yang 
tumbuh (Colony forming unit) dan mendiferensiasikan 
morfologinya.  
 
 HASIL 
 
 Hasil penelitian menunjukkan, kemampuan 
media agar darah plat (ADP) yang mengandung 
darah manusia yang kadaluwarsa, mengisolasi 
bakteri aerob (Staphylococcus aureus, Streptococcus  - 
hemoliticus, Streptococcus  -hemoliticus, Streptococcus 
pneumoniae, Vibrio El Tor) dan bakteri anaerob 
(Clostridium perfringens) dibandingkan media ADP 
(darah domba) dan media ADP (darah manusia 
sebelum kadaluwarsa) bervariasi untuk masing-
masing bakteri, sebagaimana terlihat pada Tabel 1 
dan Tabel 3.  
 
 
 
Tabel 1. Kemampuan media ADP (darah manusia dan darah domba) mengisolasi    bakteri aerob 
 
Perlakuan Total Plate Count (TPC) 
Sa (109) S.pn (106) S (106) S (105) VE (106)  
Darah manusia (A)      
      Tanpa perlakuan 1576 430 172,5 686 6,5 
      Pencucian 1 kali 1462 638 202 266 8 
      Pencucian 2 kali 990 562 362 420 10 
      Sentrifugasi 934 916 248 864 5 
Darah manusia (B)      
      Tanpa perlakuan 1228 746 151,5 1150 9 
       Pencucian 1 kali 1688 856 300 272,5 11,5 
       Pencucian 2 kali 1488 888 125 514 8,5 
       Sentrifugasi 1140 835 138 1394 13 
Darah domba (kontrol) 452 1424 188 2304 10 
A=5 hari sebelum kadaluwarsa; B=5 hari sesudah kadaluwarsa; Sa=Staphylococcus aureus; S.pn = Streptococcus 
pneumoniae; S= Streptococcus  -hemoliticus ; S = Streptococcus  - hemoliticus; VE=Vibrio El Tor 
 
 
 Media ADP dapat digunakan untuk melihat kemampuan bakteri tertentu dalam menghemolisis darah. 
Pada penelitian ini sifat hemolisis bakteri aerob masih dapat terlihat pada Tabel 2., dan sifat bakteri anaerob 
pada Tabel 3. 
 
 
Tabel 2.  Kemampuan media ADP (darah manusia dan darah domba) menunjukkan  
sifat hemolisis bakteri aerob 
 
Perlakuan hemolisis 
Sa S.pn  S  S  VE  
Darah manusia (A)      
      Tanpa perlakuan ++ ++ ++ ++ ++ 
      Pencucian 1 kali ++ ++ ++ ++ ++ 
      Pencucian 2 kali ++ ++ ++ ++ ++ 
      Sentrifugasi ++ ++ ++ ++ ++ 
Darah manusia (B)      
      Tanpa perlakuan ++ ++ ++ ++ ++ 
       Pencucian 1 kali ++ ++ ++ ++ ++ 
       Pencucian 2 kali ++ ++ ++ ++ ++ 
       Sentrifugasi ++ ++ ++ ++ ++ 
Darah domba (kontrol) +++ +++ +++ +++ +++ 
A=5 hari sebelum kadaluwarsa; B=5 hari sesudah kadaluwarsa; Sa=Staphylococcus aureus; S.pn = Streptococcus 
pneumoniae; S= Streptococcus  -hemoliticus; S= Streptococcus  - hemoliticus; VE=Vibrio El Tor; +++ = sangat baik; ++ =  
baik 
   
 Tabel 3. Kemampuan media ADP (darah manusia dan domba) mengisolasi dan menunjukkan 
sifat hemolisis bakteri anaerob (Clostridium perfringens) 
 
Perlakuan TPC (107) Sifat hemolisis bertingkat 
Darah manusia (A)   
      Tanpa perlakuan 7 +++ 
      Sentrifugasi 9 +++ 
Darah manusia (B)   
      Tanpa perlakuan 10,5 +++ 
      Sentrifugasi 9.5 +++ 
Darah domba (kontrol) 17,5 +++ 
A=5 hari sebelum kadaluwarsa; B=5 hari sesudah kadaluwarsa; TPC=Total Plate Count; +++ = sangat baik 
 
 
Kemampuan media ADP (darah manusia kadaluwarsa dan darah domba) dalam menunjukan sifat 
hemolisis bakteri Clostridium perfringens dapat terlihat pada Gambar 1 dan Gambar 2. 
 
 
 
Gambar 1. Sifat hemolisis Clostridium perfringens pada media ADP (darah 
domba) 
Ket. Gambar: A= hemolisis β, B = hemolisis α 
 
 
 
Gambar2. Sifat hemolisis Clostridium perfringens pada media ADP (darah 
manusia kadaluarsa) 
Ket. Gambar: A = hemolisis β, B = hemolisis α 
 Disamping itu, kemampuan media/perbenihan kaldu darah yang mengandung darah manusia yang 
kadaluwarsa, mengisolasi bakteri anaerob (Clostridium perfringens) dibandingkan media ADP (darah domba) 
dan media ADP (darah manusia sebelum kadaluwarsa) terlihat pada Tabel 4. 
 
 Tabel 4.  Pertumbuhan bakteri anaerob (Clostridium perfringens) pada perbenihan kaldu darah (BHI) 
 
Kaldu darah (BHI) Pembentukkan gas hemolisis 
Darah manusia (A)   
      Tanpa   perlakuan ++ ++ 
      Sentrifugasi ++ ++ 
Darah manusia (B)   
       Tanpa   perlakuan +++ ++ 
       Sentrifugasi ++ ++ 
Darah domba (kontrol) +++ +++ 
A=5 hari sebelum kadaluwarsa; B=5 hari sesudah kadaluwarsa; ++ = baik; +++ = sangat baik 
 
 
PEMBAHASAN 
 
Berdasarkan Tabel 1., media ADP (darah 
domba) mampu mengisolasi bakteri Streptococcus 
lebih baik dibandingkan ADP (darah manusia), 
terlihat dari pertumbuhan bakteri (TPC) yang lebih 
banyak pada media ADP (darah domba). Bakteri 
Streptococcus adalah bakteri yang untuk per-
tumbuhannya mutlak membutuhkan faktor-faktor 
yang terdapat di dalam darah (Cotral, 1978; Mims, 
1982; Carter 1986; Brooks et al., 2001; Hof and 
Dörries, 2002). Menurut Cheesbrough (1991) peng-
gunaan darah manusia sebaiknya dihindari karena 
mengandung substansi inhibitor. 
 Pada hasil penelitian untuk bakteri 
Streptococcus pneumoniae, media ADP (darah manusia 
kadaluwarsa dan sebelum kadaluwarsa), pengolahan 
darah membuat kemampuan mengisolasi media 
lebih baik dibandingkan media dengan darah tanpa 
pengolahan dan pengolahan dengan sentrifugasi 
lebih baik dibandingkan pencucian 1 kali dan 2 kali.  
Hal ini menunjukkan bahwa pengolahan dapat 
menghilangkan faktor-faktor inhibitor kuman tetapi 
tidak menghilangkan nutrisi dan faktor per-
tumbuhan bakteri. Sedangkan untuk mengisolasi 
Streptococcus  -hemoliticus, sebaiknya dilakukan 
pengolahan darah kadaluwarsa dengan pencucian 1 
kali.   
Penggunaan darah manusia kadaluwarsa 
untuk media ADP yang akan digunakan untuk 
mengisolasi Streptococcus  - hemoliticus tanpa peng-
olahan atau pengolahan cara sentrifugasi cukup baik. 
Hal ini mungkin disebabkan karena pengolahan 
darah dengan sentrifugasi cukup mampu meng-
hilangkan faktor inhibitor pertumbuhan bakteri, 
sedangkan bakteri dapat tumbuh baik pada media 
ADP (darah manusia kadaluwarsa) karena adanya 
bahan nutrisi yang cukup. 
Fallon et al. (2000) melakukan penelitian 
dengan menggunakan media ADP untuk meng-
isolasi Bakteri Streptococcus B hemolyticus dari usap 
tenggorok pasien. Media ADP yang digunakan 
mengandung 5% darah kuda yang sudah dilakukan 
defibrinasi (Columia Agar base/CM 321 Oxoid), 10 
mg/L oxalinic acid dan 5 mg/L metronidazole. Hasil 
penelitian menunjukkan media ADP memiliki 
kemampuan mengisolasi bakteri yang sangat baik, 
tetapi pembuatan media lebih kompleks dan lebih 
mahal sehingga tidak disarankan untuk penggunaan 
rutin di laboratorium. Penelitian sebelumnya dilaku-
kan oleh Chadwick and Oppenheim (1995) dengan 
menggunakan media ADP yang diberi neomycin 
untuk mengisolasi Vancomycin resistant Enterococcus 
faecium. 
Staphylococcus aureus adalah bakteri yang 
untuk pertumbuhannya tidak membutuhkan darah 
tetapi penambahan darah pada media akan me-
nambah nutrisi, sehingga bakteri akan tumbuh 
subur.  Hasil penelitian menunjukkan  kemampuan 
media ADP (darah manusia kadaluwarsa maupun 
sebelum kadaluwarsa) mengisolasi bakteri lebih baik 
dibandingkan media ADP (darah domba). Hal ini 
mungkin karena darah manusia mengandung nutrisi 
untuk pertumbuhan bakteri tersebut lebih banyak 
dibandingkan darah domba. Oleh karena itu peng-
olahan sentrifugasi akan mengurangi nutrisi dalam 
darah dan menurunkan kemampuan media meng-
isolasi bakteri. 
Sedangkan untuk bakteri Vibrio El Tor tidak 
terdapat suatu perbedaan kemampuan mengisolasi 
yang nyata antara media ADP (darah manusia 
kadaluwarsa dan sebelum kadaluwarsa) disbanding-
 kan media ADP (darah domba). Namun pengguna-
an darah manusia kadaluasa untuk media ADP yang 
paling baik untuk mengisolasi bakteri ini adalah 
dengan pengolahan sentrifugasi. Hal ini mungkin 
disebabkan karena pengolahan sentrifugasi dapat 
menaikkan pH darah, karena bakteri Vibrio El Tor 
untuk pertumbuhannya baik pada perbenihan 
dengan pH mendekati 9,0 (Brooks et al., 2001; Hof 
and Dörries, 2002). 
Tabel 2 memperlihatkan tidak ada penurun-
an daya hemolisis yang berarti pada bakteri-bakteri 
aerob yang ditanam pada media ADP (darah 
manusia kadaluwarsa).  Semua strain yang ditanam 
pada medium ADP darah manusia kadaluwarsa 
tanpa pengolahan maupun dengan berbagai peng-
olahan memperlihatkan zona hemolisis yang sama 
dengan hemolisis yang diperlihatkan pada medium 
ADP darah domba. Dengan demikian media ADP 
darah manusia kadaluwarsa dapat digunakan untuk 
membedakan morfologi koloni bakteri. 
Beta hemolisin ditemukan terutama pada 
Staphylococcus aureus strain manusia yang menghasil-
kan zona lebar dengan hemolisis komplit. Beta 
hemolisin juga terdapat pada strain hewan terutama 
sapi dengan inkubasi 370C akan memproduksi 
hemolisis tidak komplit menjadi komplit, saat 
inkubasi waktu disimpan pada suhu 40C. Delta 
hemolisin menghasilkan hemolisis yang sempit dan 
komplit. Hemolisin ini dibentuk oleh strain manusia 
dan hewan (Jarp, 1990; Bisming and Amstberg, 1993). 
 Hasil penelitian untuk bakteri anaerob 
(Clostridium perfringens) menunjukkan kemampuan 
menghemolisa media ADP darah kadaluwarsa 
(tanpa maupun dengan pengolahan sentrifugasi) 
yang baik bila dibandingkan dengan media ADP 
darah domba. Bakteri yang ditanam memperlihatkan 
zona hemolisa bertingkat yang khas (Gambar 1 dan 
Gambar 2). Hal ini penting dalam identifikasi koloni 
Clostridium perfringens (Tabel 3 dan 4). Berdasarkan 
hal tersebut terbukti darah kadaluwarsa masih 
mengandung lesitin dan sentrifugasi tidak merusak 
lesitin dalam darah.  Zona hemolise yang dibentuk 
bakteri karena adanya enzim lesitinase, - hemolitik 
dibentuk oleh enzim lesitinase yang aktif pada suhu 
dibawah 370C (Brooks et al., 2001; Hof and Dörries, 
2002). 
Kemampuan media ADP (darah manusia 
kadaluwarsa maupun sebelum kadaluwarsa) meng-
isolasi  bakteri anaerob (Clostridium perfringens) tidak 
sebaik media ADP darah domba (Tabel 3). Hal ini 
menunjukkan darah domba lebih banyak meng-
andung nutrisi dan faktor pertumbuhan yang di-
butuhkan bakteri. Sedangkan untuk melihat sifat 
pembentukan gas bakteri, darah manusia kada-
luwarsa tanpa pengolahan memperlihatkan hasil 
yang sama dengan darah domba pada media kaldu 
darah (BHI) (Tabel 4). 
 
KESIMPULAN 
 
 Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa 
darah manusia kadaluwarsa masih dapat digunakan 
sebagai pengganti darah domba untuk menumbuh-
kan (TPC), mengisolasi dan mendiferensiasi koloni 
bakteri Staphylococcus aureus, Streptococcus  - 
hemoliticus, Streptococcus  -hemoliticus, Streptococcus 
pneumoniae, Vibrio El Tor dan Clostridium perfringens.   
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